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Resumo 
 
A agamaglobulinemia ligada ao X (XLA; OMIM#300755) é caracterizada por um 
bloqueio na diferenciação dos linfócitos B na medula óssea, levando à profunda 
hipogamaglobulinemia e reduzido número ou ausência de linfócitos B periféricos. Os 
pacientes são susceptíveis a infecções recorrentes por bactérias encapsuladas e enterovírus. 
XLA é causada por mutações no gene da tirosina quinase de Bruton (BTK). Contudo, não 
há estudos de relação entre expressão protéica e o tipo de mutação, nem sobre as 
conseqüências da retenção intracelular do excesso de proteínas mal formadas. Os objetivos 
deste trabalho foram avaliar a expressão de BTK e sua relação com o tipo de mutação em 
pacientes com XLA, assim como verificar suas conseqüências nos sensores de estresse do 
retículo endoplasmático. O diagnóstico de XLA foi baseado em infecções recorrentes, 
níveis significativamente reduzidos de IgM, IgG e IgA, linfócitos B circulantes <2% e 
mutação identificada no gene BTK. A expressão dos transcritos de BTK foi avaliada por 
PCR quantitativo em tempo real em oito pacientes XLA e oito controles. Pela mesma 
técnica, foi avaliada a expressão de 10 genes do estresse do retículo endoplasmático em seis 
pacientes e seis controles. Foram caracterizadas quatro mutações missense, uma mutação 
nonsense, dois frameshifts e um defeito em sítio de splicing. As mutações do tipo nonsense, 
frameshift e defeito em sítio de splicing levaram à formação de stop codon prematuro. Foi 
detectado um perfil de expressão de BTK diferenciado nos pacientes com mutações com 
stop codon prematuro em comparação aos pacientes com mutações missense e controles 
saudáveis. Especificamente, os pacientes com mutações com stop codon prematuro 
apresentaram redução da expressão de BTK (P = 0,004). No entanto, verificamos que as 
mutações missense não afetaram a expressão de BTK. Por meio de imunocitoquímica, 
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encontramos que as mutações com stop codon prematuro levaram à deficiência da 
expressão da proteína BTK e as do tipo missense resultaram na localização anormal da 
proteína no citoplasma celular, o que evidencia a síntese de proteína não funcional. Os 
pacientes com XLA apresentaram expressão aumentada do marcador de estresse do retículo 
endoplasmático XBP1 (P = 0,002). Em conclusão, a quantificação da expressão de mRNA 
para BTK é uma ferramenta para diferenciar as conseqüências mutacionais em pacientes 
com XLA. Ela também pode contribuir para o estudo de transcritos em outras doenças 
genéticas com diferentes tipos de mutação.  Este é o primeiro relato de estresse do retículo 
endoplasmático na agamaglobulinemia ligada ao X. 
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Abstract 
 
X-linked agammaglobulinemia (XLA, OMIM # 300755) is characterized by a block 
in differentiation of B lymphocytes in the bone marrow, leading to profound 
hypogammaglobulinemia and few or no peripheral B lymphocytes. Patients are susceptible 
to recurrent infections by encapsulated bacteria and enteroviruses. XLA is caused by 
mutations in the Bruton tyrosine kinase gene (BTK). However, there have been no studies 
on the relationship between protein expression and the type of mutation, nor on the 
consequences of the disruption of protein folding that results in intracellular retention. The 
objectives of this study were to evaluate BTK expression and its mutation type in patients 
with XLA, as well as to verify their consequences on the endoplasmic reticulum stress 
sensors. The XLA diagnosis was based on recurrent infections, significantly reduced levels 
of IgM, IgG and IgA, circulating B lymphocytes <2% and BTK gene mutation identified. 
The expression of BTK transcripts was assessed by quantitative real-time PCR in eight 
XLA patients and eight control subjects. By the same technique, the expression of 10 
endoplasmic reticulum stress genes was measured in six patients and six controls. Four 
missense mutations, one nonsense mutation, two frameshifts and a splice site defect were 
characterized. Mutations of the nonsense type, frameshift and splice site defect led to a 
premature stop codon formation. A differential profile of expression of BTK was detected 
in patients with mutations that led to a premature stop codon compared to patients with 
missense mutations and healthy controls. Specifically, patients with mutations resulting in a 
premature stop codon exhibited reduced expression of BTK gene (P = 0.004). However, it 
was found that missense mutations did not affect BTK expression. By 
immunocytochemistry, we found that mutations with a premature stop codon impaired 
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expression of BTK protein and that missense mutations led to an abnormal localization of 
the protein in the cell cytoplasm, showing the synthesis of a non-functional protein. Patients 
with XLA showed increased expression of the endoplasmic reticulum stress marker XBP1 
(P = 0.002). In conclusion, the quantification of mRNA expression for BTK is a tool to 
differentiate mutational consequences in patients with XLA. It can also contribute to the 
study of transcripts in other genetic diseases with different types of mutation. This is the 
first report on endoplasmic reticulum stress in X-linked agammaglobulinemia. 
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1. Introdução 
 
1.1. Agamaglobulinemia ligada ao X (XLA) 
 
A agamaglobulinemia ligada ao X (XLA) foi uma das primeiras imunodeficiências 
primárias descritas e é considerada um protótipo de imunodeficiência humoral (Usui et al., 
2001). Em 1952, Bruton reportou o caso de um menino de 8 anos de idade com múltiplos 
episódios de sepse por pneumococos e ausência da fração gama em eletroforese de 
proteínas do soro (Bruton, 1952). Esta observação foi possível devido ao desenvolvimento 
da técnica de eletroforese de proteínas do soro, juntamente com a identificação da fração 
gama como componente dos anticorpos no final de 1930 (Tiselius, 1937; Tiselius e Kabat, 
1938), e o uso difundido de antibióticos na década de 40 (Keefer et al., 1943). Outros 
pacientes foram rapidamente descritos (Janeway et al., 1953; Good, 1954).  
Foi observado que a agamaglobulinemia ocorria principalmente em meninos e 
freqüentemente seguia um padrão de herança ligada ao X (Janeway et al., 1953; Good, 
1954).   Mais tarde, foi demonstrado que havia uma hipogamaglobulinemia em adultos a 
qual ficou conhecida como imunodeficiência comum variável (ICV). Diferente da 
agamaglobulinemia, a ICV afetava homens e mulheres (Grant e Wallace, 1954; Wall e 
Saslaw, 1955; Citron, 1957; Cooke et al., 1957; Hermans et al., 1976).  
No início da década de 1970, foi demonstrado que pacientes com XLA 
apresentavam redução marcante no número de linfócitos B na circulação periférica, 
enquanto em pacientes com ICV o número era geralmente normal (Siegal et al., 1971; 
Cooper e Lawton, 1972; Geha et al., 1973; Preud’Homme et al., 1973). A redução no 
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número de células B periféricas veio a ser explicada por um bloqueio na maturação dos 
linfócitos B resultante do efeito do gene responsável por XLA, na época ainda não 
identificado (Campana et al., 1990; Figura 1). 
 
 
 
Figura 1. Estágios de desenvolvimento dos linfócitos B. Nos pacientes com XLA, o 
desenvolvimento dos linfócitos B é interrompido na medula óssea entre os estágios de pré-
célula B e célula B imatura. Figura modificada de Cambier et al., 2007. 
 
Em 1993, dois grupos reportaram que XLA era resultado de mutações no gene 
codificador de uma tirosina quinase citoplasmática, a qual denominaram BTK ou tirosina 
quinase de Bruton (Tsukada et al., 1993; Vetrie et al., 1993). O gene BTK consiste de 19 
éxons e engloba aproximadamente 37,5 kb no cromossomo X humano (Ohta et al., 1994). 
Atualmente, um grande número de mutações afetando BTK já foi descrito no banco 
internacional de mutações designado BTKbase (http://bioinf.uta.fi/BTKbase). De forma 
similar a outras doenças genéticas, as mutações incluem missense, nonsense, sítios de 
XLA 
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splicing e deleções/inserções espalhadas pelo gene inteiro (Vihinen et al., 1994; Vihinen et 
al., 1997a; Conley et al., 1998; Vihinen et al., 1999; Lindvall et al., 2005; Väliaho et al., 
2006; Winkelstein et al., 2006). No entanto, não há descrição até o momento de mutação 
missense associada à doença no domínio Src homology 3 (SH3) de BTK. Muitas dessas 
mutações afetam resíduos conservados funcionalmente significantes e freqüentemente os 
locais alterados são dinucleotídeos CpG (Ollila et al., 1996; Vihinen et al., 1997b).  
Mutações missense (40%) são as mais freqüentes de todas as mutações, enquanto as 
nonsense correspondem a 17%, deleções 20% e inserções 7%. Mutações envolvendo sítios 
de splicing somam 16% dos casos. A ocorrência de mutações é proporcional ao 
comprimento dos domínios. A distribuição dos tipos de mutações é muito semelhante 
comparada a outras bases de imunodeficiências - IDbases (Piirilä et al., 2006). 
As mutações em BTK representam aproximadamente 85% dos defeitos no 
desenvolvimento inicial de linfócitos B (Conley et al., 1998). Aproximadamente metade 
dos defeitos restantes é devido a mutações em genes codificadores de componentes do 
receptor de pré-célula B (pré-BCR) ou BCR, incluindo a cadeia pesada μ (IGHM); as 
moléculas de transdução de sinal Igα (CD79A) e Igβ (CD79B); e λ5 (IGLL1) que forma o 
substituto de cadeia leve com V pré-B (Yel et al., 1996; Minegishi et al., 1998; Minegishi 
et al., 1999a; Schiff et al., 2000; Wang et al., 2002; Dobbs et al., 2007; Ferrari et al., 2007; 
van Zelm et al., 2008). Um pequeno número de pacientes com defeitos em BLNK (B-cell 
linker protein), proteína envolvida na transdução de sinal desencadeada pela ativação de 
BCR, também têm sido descritos (Minegishi et al., 1999b; van Zelm et al., 2008; Figura 2).  
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Figura 2. Distribuição dos defeitos genéticos em pacientes com doenças hereditárias no 
desenvolvimento inicial de linfócitos B. Figura de Conley et al., 2005.  
 
As mutações em BTK têm sido associadas com redução do mRNA, da proteína e da 
atividade da quinase (Tsukada et al., 1993; Conley et al., 1994; Hashimoto et al., 1996; 
Gaspar et al., 1998; Lopez-Herrera et al., 2008). No entanto, ainda não é possível 
estabelecer uma correlação genótipo-fenótipo definitiva em XLA (Conley et al., 2005; 
López-Granados et al., 2005; Teimourian et al., 2008; Basile et al., 2009). Fenótipos 
discordantes podem surgir da mesma mutação, dando suporte à idéia de que outros fatores 
genéticos ou epigenéticos podem influenciar o fenótipo da doença (Bykowsky et al., 1996; 
Hashimoto et al., 1996; Kornfeld et al., 1996; Kanegane et al., 2000). 
Muitos estudos multicêntricos já foram realizados focando a descrição das 
características clínicas, imunológicas e das mutações nos pacientes com XLA (Kanegane et 
al., 2001; Plebani et al., 2002; Moin et al., 2004; López-Granados et al., 2005; Winkelstein 
et al., 2006; Lopez-Herrera et al., 2008; Basile et al., 2009; Tóth et al., 2009; Lee et al., 
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2010). Entretanto, no Brasil os estudos com esses pacientes são escassos, principalmente 
em relação à descrição de mutações em BTK (Tani et al., 2002; Ramalho et al., 2010). 
 
1.2. Tirosina quinase de Bruton (BTK) 
 
A BTK é uma quinase citoplasmática que pertence à família das TEC quinases 
(TFKs) (Smith et al., 2001; Gomez-Rodriguez et al., 2007). A família TEC é a segunda 
maior família de quinases não receptoras nas células dos mamíferos e inclui BTK, TEC, 
ITK, TXK (também chamada de RLK) e BMX. Todas essas quinases apresentam estrutura 
multimodular que possibilita a diversidade de interações moleculares e de funções. Com 
exceção da TXK/RLK, as TFKs apresentam um domínio amino-terminal denominado PH 
(Pleckstrin Homology) que realiza a translocação da proteína para o lado interno da 
membrana plasmática (Debnath et al., 1999). Em todos os membros da família TEC, o 
domínio amino-terminal é seguido pelos domínios de interação proteína-proteína: Tec 
Homology (TH), Src Homology 3 (SH3) e SH2. O domínio catalítico ou da quinase, SH1, 
está localizado na porção carboxi-terminal da molécula (Figura 3). 
BTK é predominantemente expressa em linfócitos B, mas não em plasmócitos 
(Smith et al., 1994). Além disso, com exceção de linfócitos T e NK, todas as outras 
linhagens hematopoiéticas expressam BTK. Nos linfócitos B, BTK promove a sua 
diferenciação e proliferação, enquanto nas demais células de linhagem hematopoiética seu 
papel permanece incompletamente definido (Brunner et al., 2005).  
A ativação de BTK é regulada por uma ampla variedade de receptores em células 
do sistema imune inato e adaptativo como RTK (Receptor tyrosine kinases), BCR (B-cell 
receptor), GPCR (G-protein coupled receptors), TLR (Toll-like receptors), sugerindo um 
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papel na diferenciação, proliferação e apoptose de outras linhagens celulares além das 
células B (Lindvall et al., 2005; Figura 4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Estrutura multimodular das quinases citoplasmáticas da familia TEC. O domínio 
Tec homology (TH) é dividido em BTK (Btk motif) e uma região rica em prolina (PRR; 
proline-rich region). Figura de Okoh, 2002. 
 
BTK tem sido amplamente estudada na sinalização através dos receptores Toll-like 
(TLRs), tais como o TLR2, TLR4, TLR7, TLR8 e TLR9, e interage com MyD88, Mal 
(TIRAP) e IRAK1 (Gray et al., 2006; Doyle et al., 2007; O’Neill e Bowie, 2007; Piao et 
al., 2008; Mohamed et al., 2009; Jenkins e Mansell, 2010). A contribuição da BTK para o 
sistema imune inato humano também tem sido descrita em monócitos/macrófagos 
(Koprulu e Ellmeier, 2009), em neutrófilos (Honda et al., 2012) e células NK (Bao et al., 
2012). Os pacientes com XLA apresentam a fagocitose e a quimiotaxia de monócitos 
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reduzida (Amoras et al., 2003; Amoras et al., 2007), comprometendo o reconhecimento e a 
eliminação de patógenos. 
 
 
Figura 4. Modelo esquemático de BTK mostrando os diferentes domínios e suas 
interações moleculares in vivo e in vitro. O domínio Tec homology (TH) é dividido em 
BTK (Btk motif) e uma região rica em prolina (PRR; proline-rich region). PIP3 
(fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato) liga-se ao domínio PH e ativa BTK. Em vermelho são 
representados os dois sítios de fosforilação pY223 e pY551. Figura de Lindvall et al., 
2005. 
 
1.3. Estresse do retículo endoplasmático 
 
A modificação da seqüência de aminoácidos de uma proteína altera sua capacidade 
de enovelamento no retículo endoplasmático (RE) (Anfinsen, 1973). A maturação e o 
enovelamento protéico no RE são pré-requisitos para seu transporte e subseqüente 
atividade funcional. Proteínas que não conseguem formar a estrutura correta ou reúnem-se 
em complexos multiprotéicos devem ser degradadas. O mecanismo de degradação 
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associado ao retículo endoplasmático (ERAD) elimina do RE as proteínas aberrantes e o 
potencial de formação de agregados tóxicos (Brodsky, 2012; Figura 5).  
Quando a quantidade de proteína mal formada excede o limite do RE e a 
homeostase não é mantida, a condição chamada de estresse do retículo endoplasmático é 
atingida, o que desencadeia uma rede de eventos de sinalização e transcrição coletivamente 
chamada de Unfolded Protein Response (UPR) (Ron e Walter, 2007; Figura 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. A degradação das proteínas no retículo endoplasmático. Passo 1: Ubiquitina 
ligases incorporadas na membrana do retículo endoplasmático cooperam com fatores de 
reconhecimento para identificar proteínas deformadas. Passo 2: As proteínas são 
exportadas para o citosol. Passo 3: O substrato é ubiquitinado por uma ligase E3. Passo 4: 
o substrato é removido da membrana pela ATPase AAA+ Cdc48 e conduzido para o 
proteassoma 26S para degradação. Figura de Hirsch et al., 2009. 
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A UPR é ativada por três sensores principais, os quais são PKR-like ER kinase (PERK, 
codificado pelo gene EIF2AK3), inositol-requiring transmembrane kinase/endonuclease (IRE1, 
codificado pelo gene ERN1) e activating transcription factor 6 (ATF6, codificado pelo gene 
ATF6). Exatamente como os transdutores sentem o estresse do RE ainda está sob 
investigação (Gardner et al., 2013). Vários modelos foram propostos para a ativação da 
UPR e sugerem que cada ramo desta via é regulado separadamente (Ron e Walter, 2007; 
Walter e Ron, 2011). 
 
 
 
Figura 6. Vias de transdução de sinal na Unfolded Protein Response (UPR). Figura de 
http://biochemistry.utoronto.ca/volchuk/images/UPR.jpg 
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IRE1, com duas formas, α e β, é uma ribonuclease que é ativada por 
autofosforilação após separação da chaperona GRP78 (produto do gene HSPA5 ou BiP) 
e/ou reconhecimento direto de complexos de proteínas mal formadas. O principal substrato 
para a ribonuclease IRE1 é o mRNA codificador do fator de transcrição XBP1 (X-box 
binding protein 1, produto do gene XBP1).  IRE1 realiza o splicing do mRNA de XBP1 
que controla a expressão de genes envolvidos no enovelamento, secreção e controle de 
qualidade das proteínas, e na degradação protéica associada ao retículo endoplasmático 
(Yoshida et al., 2001; Lee et al., 2003; Acosta-Alvear et al., 2007). 
PERK apresenta estrutura similar a IRE1 e é também ativado por autofosforilação 
após separação de GRP78 e/ou detecção de proteínas mal formadas. A função primária de 
PERK é fosforilar eIF2-α (eukaryotic initiation factor-2, codificado por EIF2S1), 
componente do complexo de iniciação da tradução, detendo a tradução protéica e 
reduzindo assim o montante de proteínas que entra no RE (Harding et al., 1999; Harding et 
al., 2000). No entanto, a fosforilação de eIF2-α por PERK também influencia a transcrição 
via ATF4 promovendo a produção de proteínas específicas do RE importantes para a 
restauração da homeostase.  
ATF6 (duas formas, α e β) move-se após a retirada de GRP78 e/ou detecção de 
proteínas mal formadas do RE para o complexo de Golgi, onde é clivada pelas proteases 
esfingosina-1-fosfato e esfingosina-2-fosfato. Esse processo libera para o citoplasma o 
fator de transcrição ATF6 ativo, que se move para o núcleo para modular a expressão 
gênica (Haze et al., 1999).  
Existem três resultados principais promovidos pelas vias da UPR: 1) decréscimo da 
tradução protéica, 2) restauração do enovelamento de proteínas, e 3) degradação de 
proteínas mal formadas (ERAD) (McGuckin et al., 2010).  
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O estresse de RE prolongado pode ter implicações importantes na capacidade de 
síntese protéica da célula, afetando outras funções celulares e podendo levar a apoptose 
prematura (Rutkowski et al., 2007; Kim et al., 2008). Esse processo envolve uma alteração 
no balanço entre inibidores apoptóticos (família Bcl2) e proteínas pró-apoptóticas (Bax, 
Bak), causando a liberação de citocromo C da mitocôndria, ativação de caspases, e 
subseqüente degradação intracelular controlada (Green, 2005). A ativação do sensor PERK 
induz a expressão do fator de transcrição CHOP (codificado pelo gene DDIT3), o qual 
diminui a expressão da proteína anti-apoptótica BCL-2 (McCullough et al., 2001). 
O significado funcional da UPR não está completamente elucidado, mas ela é 
conhecida por contribuir para a patogênese de muitas doenças, incluindo diabetes, câncer, 
aterosclerose, doenças neurológicas e doença inflamatória intestinal (Ozcan et al., 2004; 
Marciniak e Ron, 2006; Kaser et al., 2008; Ozcan et al., 2009; Wang e Kaufman, 2012). 
Dessa forma, a UPR tem sido estudada a fim também de se entender os potenciais 
terapêuticos desta resposta (Park e Ozcan, 2013).  
Condições fisiopatológicas tais como hipóxia, níveis elevados de ácidos graxos ou 
colesterol, estresse oxidativo, níveis altos ou baixos de glicose, e citocinas inflamatórias 
podem induzir o estresse do RE e ativar a UPR de forma crônica. A sinalização da UPR 
está interligada com o estresse oxidativo e as vias de resposta inflamatória presentes em 
uma variedade de doenças. Os três braços da UPR, IRE1α-XBP1, PERK-eIF2α-ATF4, e 
ATF6 são importantes para a sobrevivência e crescimento de células tumorais sob 
condições de hipóxia (Wang e Kaufman, 2012). IRE1α e PERK podem ativar a quinase 
JNK e NFκB contribuindo para a inflamação na obesidade e para a apoptose de células β 
do pâncreas na diabetes (Wang e Kaufman, 2012). A apoptose, conseqüência fisiológica do 
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estresse crônico do RE, é uma chave para a patogênese de muitas doenças, incluindo 
doença metabólica, inflamação, doenças neurodegenerativas e câncer. 
O meio ambiente em células com alta atividade secretora pode induzir inflamação. 
Nesses casos, a indução de estresse do RE in vivo em células específicas deficientes de 
XBP1 pode fornecer uma explicação do mecanismo de início de muitas doenças. O mesmo 
pode ser observado nas doenças inflamatórias intestinais. A deficiência de XBP1 nas 
células epiteliais do intestino resulta em enterite espontânea devido à incapacidade dessas 
células de gerir corretamente a atividade antimicrobiana e responder apropriadamente aos 
sinais inflamatórios do meio local (Kaser et al., 2008). Vários polimorfismos em XBP1 
conferem risco para a doença de Crohn e a colite ulcerativa, estabelecendo o estresse do 
retículo endoplasmático como um contribuinte genético para as doenças inflamatórias 
intestinais na população humana (Kaser et al., 2008). 
Embora o efeito da UPR e de seu fator de transcrição XBP1 tenha sido descrito na 
patogênese de muitas doenças, sua participação na agamaglobulinemia ligada ao X ainda 
não está descrita na literatura. 
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2. Objetivos 
 
2.1. Objetivo Geral 
Avaliar em pacientes com XLA a expressão de BTK e sua relação com o tipo de 
mutação, assim como verificar suas conseqüências nos sensores de estresse do retículo 
endoplasmático.  
 
2.2. Objetivos Específicos 
1. Avaliar a expressão de mRNA para BTK por PCR quantitativo em tempo real; 
2. Verificar a presença e localização da proteína BTK por imunocitoquímica e 
microscopia confocal; 
3. Avaliar a expressão de mRNA para sensores de estresse do retículo 
endoplasmático por PCR quantitativo em tempo real.  
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3. Capítulo 1 
 
O capítulo 1 corresponde ao artigo intitulado: “Functional consequences of BTK 
mutations on mRNA expression and protein synthesis”, cujo objetivo foi avaliar as 
conseqüências de diferentes tipos de mutação nos processos de transcrição e tradução da 
tirosina quinase de Bruton (BTK) nos pacientes com agamaglobulinemia ligada ao X. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 34 
Capítulo 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Functional consequences of BTK mutations on mRNA 
expression and protein synthesis” 
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Running title: Mutational consequences in BTK expression. 
 
Abstract 
X-linked agammaglobulinemia (XLA) is characterized by a B lymphocyte 
differentiation block in the bone marrow, leading to hypogammaglobulinemia with absent 
or few peripheral B lymphocytes. Mutations in the BTK gene are responsible for XLA and 
in most cases lead to low protein expression. We evaluated eight male Brazilian patients 
whose diagnosis was based on recurrent infections, markedly reduced levels of IgM, IgG 
and IgA, circulating B cell numbers <2% and BTK mutation identified. BTK mRNA 
expression was evaluated by real-time quantitative PCR (RT-qPCR) technology and BTK 
protein was assessed by immunocytochemistry and confocal microscopy. Quantitative real-
time detection PCR measurements showed a reduced expression of BTK mRNA in patients 
with mutations that resulted in a premature stop codon. However, we found that missense 
mutations did not affect BTK mRNA expression. By immunocytochemistry, we found that 
mutations with a premature stop codon led to a lack of BTK protein and missense 
mutations led to an abnormal localization of the protein in the cell cytoplasm. The 
quantification of BTK mRNA expression is an interesting tool to identify and differentiate 
the mutational consequences in XLA patients. It can also contribute to the study of 
transcripts in other genetic diseases with different types of mutation.  
Key-words: Immunodeficiency; B cells; X-linked agammaglobulinemia; Bruton tyrosine 
kinase; Genome analysis; mRNA expression. 
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Introduction 
X-linked agammaglobulinemia (XLA, OMIM # 300755) is characterized by a block 
in differentiation of B lymphocytes in bone marrow, leading to profound 
hypogammaglobulinemia, few or absent peripheral B lymphocytes and recurrent infections 
with encapsulated bacteria and enteroviruses.
1-3
  
The gene causing XLA was identified as Bruton’s tyrosine kinase (BTK) 4,5 which 
encompasses 37.5 kb containing 19 exons
6
 and encodes a multidomain protein composed of 
five different domains.
5
  
The BTK mutations have been reported from many different countries
7
 including 
Brazil.
8,9
 Despite the large number of mutations identified, most of these individuals do not 
express protein regardless of their mutation.
10-13 
However, it is not clear how specific 
mutations may affect the function of BTK and cause XLA, as well as it has not been 
possible to correlate the genetic defect with the severity of the resulting clinical 
phenotype.
14 
 
Additionally, the severity of a particular genetic disease can vary from patient to 
patient as a consequence of differences in the causative mutations.
15
 In this study, we show 
how specific types of mutations affect BTK gene expression and protein synthesis in XLA 
patients. 
 
Material and Methods 
Subjects 
XLA was diagnosed by low levels of circulating B cells (measured by levels of 
CD19-positive cells in blood samples), decreased or absent immunoglobulins in serum, a 
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typical clinical history with recurrent bacterial infection or a positive family history and 
BTK gene mutation identified. 
Eight male patients with X-linked agammaglobulinemia (median age 17.73; range 
from 6.36 to 32.02 years old) and eight healthy male volunteers (median age 18.62; range 
from 6.39 to 32.45 years old) were enrolled for the study. There was no difference in age 
between the groups (P = 0.873, Mann - Whitney U test). 
The study was approved by the Research Ethics Committee of the State University 
of Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brazil, and all patients gave written informed 
consent to participate. Clinical characteristics, including the levels of immunoglobulins and 
B cell numbers, are described in Table 1. 
 
Detection of BTK mutations 
Briefly, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were prepared from 
heparinized venous blood using Ficoll-Hypaque separation. Total RNA was extracted from 
PBMC with TRIzol Reagent (Life Technologies, Foster City, CA, USA) and used for first-
strand cDNA synthesis. PCR amplification of the BTK gene from cDNA involved seven 
overlapping primers.
10
 To confirm the mutation detected, genomic DNA was purified from 
EDTA anticoagulant-treated venous blood with a Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen, 
USA) and amplified with primers encompassing the changed region in BTK gene.
16
 PCR 
products were sequenced by an ABI 3730 DNA Analyzer (Life Technologies).  
 
Reverse transcription quantitative PCR (RT-qPCR) 
To extract total RNA, 1 ml of TRIzol Reagent (Life Technologies) was added per 5-
10 x 10
6
 of PBMC samples, homogenized and then further processed according to the 
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manufacturer’s instructions. Subsequently, 1 μg of total RNA of each sample was reverse 
transcribed into cDNA using 200 U of Superscript III Reverse Transcriptase (Life 
Technologies) and 3 μg of Random Primers (Life Technologies) according to the 
manufacturer’s instructions. Complementary DNA samples derived from the investigated 
gene was detected using an ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (Life 
Technologies) and TaqMan Gene Expression Assays (Life Technologies): 5′-FAM-labeled 
probes and corresponding primer pairs.  
Each qPCR was run as triplicates with 10 ng cDNA sample in 6.25 μl TaqMan Gene 
Expression Master Mix (Life Technologies), 0.625 μl of the respective probe/primer mix, 
and 0.625 μl purified and deionized H2O. Relative gene expression quantification data was 
generated and analyzed using the 7500 Software version 2.0.5 (Life Technologies). 
Expression levels of genes were calculated with the 2
-∆∆Ct
 method using GAPDH and 
HPRT1 as internal control genes.  
 
Immunocytochemistry and confocal fluorescence microscopy 
PBMC were plated in 6-well culture plates in RPMI 1640 and incubated at 37°C. 
After 1 hour, non-adherent cells were removed by washing with PBS.
17 
The adherent cells 
were fixed for 20 min with 4% paraformaldehyde in PBS and 0.12 M sucrose, then were 
made permeable with 0.2% Triton X-100 in PBS for 20 minutes. 
Non-specific binding sites were blocked using 6% goat serum. The cells were 
incubated overnight at 4 °C with monoclonal anti-BTK (Santa Cruz Biotechnology, Inc), 
that recognizes the epitope at amino acid positions 459-659 of the human BTK. Further, we 
used the secondary antibody goat anti-mouse IgG1 conjugated to FITC (Southern 
Biotechnology Associates, Inc, Birmingham, AL, USA - 1:1000). After extensive washing 
  
 40 
with PBS, coverslips were incubated with Hoechst (Life Technologies) for visualization of 
the nucleus and mounted on slides using Prolong Gold antifade (Life Technologies). Slides 
were viewed and images obtained from a confocal fluorescence microscope (LSM - 510 
Meta, Zeiss) with a magnification of 63x. 
 
Statistical analysis 
The GraphPad Prism 5 software version 5.04 for Windows was used for the 
statistical analysis (San Diego, CA, USA; www.graphpad.com). The Mann–Whitney U test 
was applied to assess significant differences between groups. Statistical significance was 
determined as P < 0.05.  
 
Results and discussion 
Mutational analysis of BTK is critical in confirming XLA
18
, especially in cases of 
overlapping clinical features with other primary immunodeficiencies, such as common 
variable immunodeficiency (CVID).
19
 The heterogeneity of mutations throughout the BTK 
gene hampers the hot spot selection of points for starting the analysis, and requires the 
screening of all exons in all patients.  
Among the patients studied, four have missense mutations, where the substitution of 
one nucleotide (XLA01, XLA02, XLA03 and XLA08) leads to an aminoacid replacement 
in the protein, without the creation of a premature stop codon. However, these missense 
mutations affect known conserved residues in BTK. R28 is one of the most affected 
residues by mutations in BTK. In the PH domain, this residue is essential for binding to 
phosphatidyl inositol, allowing the protein to reach the plasma membrane.
20
 Also in the PH 
domain, the substitution of residue Y40 has implications for the conformation of the loop 
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between β strands and the binding site with phosphatidyl inositol.21 The residue G613 is 
part of a structural assembly of functionally important residues of the BTK kinase 
domain.
22
 The G613D mutation may prevent the interaction of this domain with other BTK 
domains or with their substrates. The M501T mutation also affects the kinase domain, 
suggesting an interference with the enzymatic activity of BTK. 
In patients XLA04 to XLA07, we have premature terminations caused by nonsense 
mutation (XLA04), frameshifts (XLA05 and XLA06) and a splice donor-site defect 
(XLA07). 
Distinct patterns of BTK expression was observed among patients with a premature 
stop codon and patients with missense mutations (Figure 1). Specifically, patients with 
mutations resulting in a premature stop codon exhibited reduced expression of BTK gene (P 
= 0.004, regardless of the reference gene). However, it was found that missense mutations 
did not affect BTK expression. 
These findings are explained by nonsense codons leading to a reduction in mRNA 
level.
23
 The NMD (nonsense-mediated mRNA decay) pathway is a specialized mechanism 
which targets transcripts with premature termination codons (PTCs) to decay. According to 
the literature, it is estimated that 30% of known mutations associated with disease are due 
to mRNAs containing PTCs.
24
 
On protein level, we found by immunocytochemistry that mutations with premature 
stop codon impaired expression of BTK protein. On the other hand, missense mutations 
resulted in BTK abnormal location in the cell cytoplasm, demonstrating the synthesis of 
non-functional protein (Figure 2). In its active state, BTK is found close to the inner surface 
of the plasma membrane. In fact, BTK phosphorylation is linked to membrane 
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localization.
25,26
 The absence of functional BTK is further confirmed by the very low levels 
of circulating B lymphocytes observed in all patients studied (CD19
+
 percentage; Table 1). 
In the endoplasmic reticulum, newly synthesized polypeptides must be folded 
correctly in the formation of tertiary structures that enable the protein functional activity, 
before being transported to their action sites. Proteins which do not have the required 
conformation, as in the presence of mutations, are subject to ER protein quality control, 
leading to ER retention and degradation process associated with the endoplasmic reticulum 
(ERAD). This mechanism retrotranslocate misfolded proteins from reticulum to the cytosol, 
in order to be degraded via the ubiquitin - proteasome.
27
  
In response to the presence of a mutation, most mutant mRNAs and proteins 
activate quality control mechanisms to reduce their impact. However, misfolded or 
unfolded proteins can trigger stress pathways in endoplasmic reticulum, which has been 
associated with many diseases.
28
 
In this study we observed the different mutational consequences in the expression of 
transcripts and protein synthesis. There are many check points for mRNA and protein 
quality control during the process of BTK biogenesis that ensures that this kinase is mature 
and functional. The XLA studies need to be done considering the multiple consequences of 
different types of BTK mutations on mRNA or protein level. 
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Table 1. Clinical and laboratory characteristics of our patients with X-linked agammaglobulinemia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
UD = undetectable
  
a
 Age at the start of intravenous immunoglobulin replacement 
b
 “+” indicates that boy(s) in the same family died at a young age because of infection. 
Patient 
Age 
(years) 
Age at 
onset 
Age at 
diagnosis
a
 
Family 
history
b
 
Ig levels (mg/dL) CD19
+
 (%) 
BTK 
mutation 
IgG IgM IgA   
XLA01 20.67 4 y 6 y + 298 (750-1780) 6 (28-212) 20 (90-450) 0.04 R28L 
XLA02 24.11 6 y 6 y + 180 (750-1780) 18 (28-212) 22 (90-450) 0.3 G613D 
XLA03 24.76 6 y 6 y + UD (750-1780) UD (28-212) 3 (90-450) 0.09 Y40C 
XLA04 6.36 no infection 11 mo + 126 (282-1115) 31 (40-156) 18 (12-104) 0.14 Q196X 
XLA05 9.31 3 mo 2y8mo + 149 (610-1610) 22 (29-195) 1 (40-289) 0.3 Ala347fsX55 
XLA06 13.94 4 mo 2 y + 86 (610-1610) 26 (29-195) 23 (40-289) 0.1 Thr324fsX24 
XLA07 14.80 no infection 1y6mo + unregistered unregistered unregistered 0.09 exon 5 skipping 
XLA08 32.02 2 y 8 y - 54 (750-1780) UD (28-212) UD (90-450) 0.1 M501T 
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Figure 1. Relative BTK gene expression in XLA patients with mutations that led to a 
premature stop codon (XLA-SC), XLA patients with missense mutations (XLA-M) and 
controls (C). Different colors represent the two reference genes used: GAPDH (blue), 
HPRT1 (red) and the combination of GAPDH and HPRT1 (green). The y-axis represents 
the quantitative data of the relative mRNA expression of the BTK gene. Data are presented 
as mean and SD. Mann–Whitney U tests were used for comparisons between groups. **P 
<0.01.  
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Figure 2. Immunocytochemistry with fluorescent labeling of BTK in green (FITC), the cell 
nucleus in blue (Hoechst) and merged. Original magnification, x63. XLA-M: XLA patient 
with missense mutation. XLA-SC: XLA patient with premature stop codon. 
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4. Capítulo 2 
 
O capítulo 2 corresponde ao artigo intitulado “Endoplasmic reticulum stress sensors 
in X-linked agammaglobulinemia”, em análise na revista Journal of Allergy and Clinical 
Immunology (JACI).  
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Capítulo 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Endoplasmic reticulum stress sensors in X-linked 
agammaglobulinemia” 
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Capsule summary 
The endoplasmic reticulum stress contributes to the pathogenesis of many diseases. This is 
the first report of the endoplasmic reticulum stress process in X-linked 
agammaglobulinemia. 
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To the Editor: 
X-linked agammaglobulinemia (XLA) is caused by mutations in Bruton tyrosine kinase 
gene (BTK) that lead to a block in differentiation of B lymphocytes in bone marrow, 
resulting in profound hypogammaglobulinemia, few or absent peripheral B lymphocytes 
and recurrent infections with encapsulated bacteria and enteroviruses due to antibody 
deficiency. Despite the large number of mutations identified, it has not been possible to 
correlate the genetic defect with the severity of the resulting clinical phenotype.
1  
 
Accumulation of unfolded or misfolded proteins in the endoplasmic reticulum (ER) can 
trigger stress pathways, denominated unfolded protein response (UPR). The ER contains 
three branches of stress sensors, IRE1, PERK and ATF6, which together mediate changes 
in gene expression that characterize the UPR process.
2 
The IRE1α-XBP1 pathway is the 
most highly conserved and is critical for ER biogenesis and the secretory capacity of cells.
3  
 
The association between UPR and human disease has not been fully investigated yet, but it 
is known that endoplasmic reticulum stress contributes to the pathogenesis of many 
diseases.
4 
A better understanding of how mutations in BTK may interfere in the 
endoplasmic reticulum stress is crucial to reveal more about clinical manifestations and to 
improve long term patient care. In this study, we report for the first time the overexpression 
of XBP1 found in X-linked agammaglobulinemia patients, indicating a process of cellular 
stress.    
 
To elucidate the molecular features of the UPR genes expression on XLA patients, reverse 
transcription quantitative PCR (RT-qPCR) analysis was performed on CD14
+
 monocytes 
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isolated by magnetic cell sorting (Miltenyi Biotec, Germany) from peripheral blood 
mononuclear cells (PBMC) of six patients with XLA (median age 14.36; range from 6.36 to 
32.02 years old) along with six age and sex matched healthy volunteers. Total RNA was 
extracted from monocytes with an illustra RNAspin Mini Isolation kit (GE Healthcare) and 
reverse transcribed in cDNA. Complementary DNA samples derived from the investigated 
genes were amplified and detected using an ABI PRISM 7500 Sequence Detection System 
(Life Technologies, Foster City, CA, USA) and TaqMan Gene Expression Assays (Life 
Technologies): 5′-FAM-labeled probes and corresponding primer pairs. Relative gene 
expression quantification data was generated and analyzed using the 7500 Software version 
2.0.5 (Life Technologies). Expression levels of genes were calculated with the 2
-ΔΔCt
 
method using GAPDH and HPRT1 as internal control genes. Data are expressed as mean 
and SD and the differences were analyzed by Mann-Whitney U test. The definitive 
diagnosis of XLA was confirmed by mutations identified in BTK gene (Y40C, Q196X, 
Ala347fsX55, Thr324fsX24, IVS5+1G>A, M501T).  
 
Among evaluated genes, the expression of XBP1 was significantly higher (P = 0.002, 
regardless of the reference gene) in the patients with XLA than in healthy volunteers (see 
Table I and Figure 1). 
 
The remarkable XBP1 upregulation founded in XLA patients indicates a cellular stress 
process. The XBP1 mRNA level is kept low in cells not stressed and its transcription is 
induced under ER stress.
5
 The XBP1 mRNA must be increased prior to the IRE1α-mediated 
splicing reaction to overcome degradation by the proteasome and to produce significant 
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amounts of the active spliced form of XBP1.
6
 Regulation through induction or repression of 
XBP1 expression allows the maintenance of ER homeostasis.
3 
 
Yoshida et al. studying Chinese hamster ovary cells deficient in Site-2 protease, found that 
the reduction of the XBP1 mRNA induction and activation of its target genes make the cells 
more susceptible to early apoptosis and DNA fragmentation. However, overexpression of 
XBP1 mRNA was able to reverse all these phenotypes.
5
  
 
The XBP1 activity is regulated at multiple levels and may modulate ER homeostasis 
independently of classical UPR activation.
3
 Studies demonstrated that XBP1 plays a role in 
innate and adaptive immune responses, as in macrophage responses induced via Toll-like 
receptors.
7 
Up to now, the literature demonstrated that Bruton tyrosine kinase is critical for 
B cell development and differentiation, but is also involved in the regulation of other cell 
types, such as in TLR-induced cytokine production in primary human cells
8
, indicating 
novel roles for this protein in innate immunity. However, there are no reports in the 
literature linking BTK and ER modulation, especially with XBP1 imbalance, which can 
contribute for the innate immune system changes observed in individuals with XLA.  
 
Crosstalk among various signaling pathways and other stress responses may turn it difficult 
to assess ER stress and UPR activation at the level of UPR sensors.
9
 Therefore, it is well 
known that the XBP1 transcription events are critical for the maintenance of ER 
homeostasis under physiological conditions and prevent deleterious consequences of 
prolonged UPR activation.  
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This is the first report on XBP1 in X-linked agammaglobulinemia.  Increased understanding 
of the molecular actions and transcriptional networks regulated by XBP1 in XLA may be a 
contributory factor to the pathophysiology of this primary immunodeficiency. 
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Table I. Relative mRNA expression of the unfolded protein response genes evaluated on monocytes from XLA patients and 
controls.  
Gene 
symbol 
Name XLA patients Controls P 
ATF4 Activating transcription factor 4 1.71±0.56 1.27±0.40 0.18 
ATF6 Activating transcription factor 6 0.92±0.23 0.98±0.33 0.70 
BAX BCL2-associated X protein 0.78±0.39 0.71±0.19 0.82 
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 0.62±0.35 0.77±0.27 0.48 
DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3 1.74±0.83 1.31±0.81 0.39 
EIF2AK3 Eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 3 2.57±1.11 1.95±1.22 0.31 
EIF2S1 Eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 1 alpha, 35kDa 0.51±0.16 0.91±0.39 0.09 
ERN1 Endoplasmic reticulum to nucleus signaling 1 1.23±0.33 1.17±0.15 0.59 
HSPA5 Heat shock 70kDa protein 5 1.01±0.38 1.03±0.36 0.94 
XBP1 X-box binding protein 1 3.21±1.09 1.11±0.33 0.002 
 
Data are means ± SD. Mann-Whitney U test was used to calculate the P value. The combination of GAPDH and HPRT1 was 
used as the reference gene. 
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Figure legend 
Figure 1. Relative gene expression of XBP1 in the XLA patient group versus the 
control group. Different colors represent the two reference genes used: GAPDH (blue), 
HPRT1 (red) and the combination of GAPDH and HPRT1 (green). The y-axis represents 
the quantitative data of the relative mRNA expression of the XBP1 gene in monocytes of 
the XLA patient group compared with the control group. **P <0.01. 
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5. DISCUSSÃO GERAL 
De acordo com nossos resultados, as mutações em BTK que levam a códons de 
parada prematura podem ser diferenciadas devido a reduzida expressão de mRNA. Os 
códons de terminação prematura podem ser originados por uma variedade de mutações, 
como as do tipo nonsense, frameshifts e alterações em sítios de splicing.  
O processo de expressão gênica eucariótica envolve uma série de etapas 
interligadas de transcrição, splicing e poliadenilação, tradução e degradação do mRNA. 
Estes processos são regulados para manter a fidelidade da expressão de cada gene. Dentre 
esses mecanismos de regulação, um mecanismo de vigilância especializada é a via NMD 
(nonsense-mediated mRNA decay), a qual tem como alvo as transcrições com códons de 
terminação prematura (PTCs) (Losson e Lacroute, 1979).  
A ativação da via NMD requer a distinção de um PTC a partir de um códon de 
terminação adequada da tradução. Este processo envolve a deposição de complexos 
protéicos no mRNA, denonimados EJCs (exon junction complexes), que especificam a 
posição da junção de éxons. Os complexos de terminação da tradução, incluindo os fatores 
de liberação eRF1 e eRF3, interagem com os EJCs através dos fatores UPF (up-frameshift), 
induzindo a fosforilação da proteína Upf1, pela quinase SMG1, que provoca a degradação 
exo- e endonucleolítica do mRNA (Ohnishi et al., 2003; Kashima et al., 2006; Eberle et 
al., 2009). Deste modo, o reconhecimento dos transcritos com stop codon prematuro pela 
via NMD reduz os níveis intracelulares de proteínas truncadas potencialmente deletérias 
(Kuzmiak e Maquat, 2006). 
Em contraste, as consequências funcionais das mutações missense não são 
imediatamente aparentes, tendo em vista que nestes casos a expressão do mRNA de BTK 
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foi mantida. Assim, foi necessário avaliar os efeitos das mutações missense no processo de 
tradução do mRNA em proteína.  
Nas imagens obtidas por microscopia confocal observamos que a amostra de 
controle saudável exibe a marcação da proteína BTK ao redor da parte interna da 
membrana plasmática. Em seu estado ativo, BTK é translocada para a parte interna da 
membrana plasmática pelo domínio PH, onde fica na proximidade de proteínas da família 
Src, possibilitando sua fosforilação em um resíduo de tirosina (Y551) na alça de ativação 
do domínio da quinase (Varnai et al., 1999; Nore et al., 2000). Nos pacientes, as imagens 
mostram que as mutações com stop codon prematuro levaram à deficiência da expressão de 
BTK e as do tipo missense resultaram na localização anormal da proteína no citoplasma 
celular, o que evidencia a síntese de proteína não funcional.  
No retículo endoplasmático, os polipeptídeos recém-sintetizados devem ser 
dobrados corretamente na formação das estruturas terciárias, que possibilitam a atividade 
funcional da proteína, antes de serem transportados para os seus locais de ação. As 
proteínas que não apresentam a conformação adequada, como na presença de mutações, 
são alvos do processo de degradação associado ao retículo endoplasmático (ERAD). Este 
mecanismo faz a retrotranslocação das proteínas mal formadas do retículo para o citosol, a 
fim de que sejam degradadas através do sistema ubiquitina - proteassoma (Brodsky, 2012).  
O aumento de proteínas mal formadas desencadeia o processo de estresse do 
retículo endoplasmático (RE). A via IRE1α-XBP1 é a mais conservada e crítica para a 
biogênese do RE e para a capacidade secretória das células (He et al., 2010). 
A hiperexpressão de XBP1 encontrada nos pacientes com XLA indica um processo 
de estresse celular. O nível de expressão do mRNA de XBP1 é mantido baixo em células 
não estressadas e sua transcrição é induzida por estresse do retículo endoplasmático 
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(Yoshida et al., 2006). Como a UPR é constitutivamente ativa em um nível basal (Shen et 
al., 2005; Acosta-Alvear et al., 2007; Yang et al., 2010), a regulação pela indução ou 
repressão da expressão de XBP1 é fundamental na manutenção da homeostase do RE (He 
et al., 2010).  
XBP1 é um fator de transcrição da UPR que induz a expressão de genes do controle 
de qualidade do retículo endoplasmático, aumentando a capacidade funcional da organela. 
É necessário na diferenciação de células plasmáticas secretoras do sistema imune 
adaptativo e tem sido descrito em outros processos envolvendo imunidade e inflamação, 
incluindo a diferenciação de células T CD8
+
 efetoras, a sobrevivência de células 
dendríticas e as respostas de macrófagos induzidas via receptores Toll-like (Reimold et al., 
2001; Iwakoshi et al., 2007; Kamimura e Bevan, 2008; Martinon et al., 2010). A ativação 
dos TLR4 e TLR2 por produtos microbianos promove especificamente a ativação de XBP1 
(Martinon et al., 2010). A deficiência de XBP1 aumenta significativamente a carga 
bacteriana em camundongos infectados com o patógeno Francisella tularensis, o qual é 
reconhecido pelo TLR2 (Martinon et al., 2010). Da mesma forma, a infecção por 
Caenorhabditis elegans leva a ativação de XBP1 para promover a defesa imune (Bischof et 
al., 2008). 
A proteína BTK também desempenha um papel importante na sinalização através 
dos receptores Toll-like. Por exemplo, BTK sofre autofosforilação após estimulação com 
LPS na linhagem celular de monócitos humanos THP1, em macrófagos derivados da 
medula óssea de camundongo e em linfócitos B do baço de ratos (Jefferies et al., 2003; 
Schmidt et al., 2006; Doyle et al., 2007; Lee et al., 2008). BTK interage com o domínio 
TIR (Toll/IL-1 receptor) dos TLRs 4, 6, 8, e 9, e se associa com os componentes principais 
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do complexo de sinalização dos Toll-like, como MyD88, TIRAP e IRAK1 (Jefferies et al., 
2003).  
Estudos com pacientes XLA mostram que a deficiência de BTK interfere na 
produção de citocinas induzidas por LPS via TLRs, como TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 
(Horwood et al., 2003; Sochorova et al., 2007; Taneichi et al., 2008; Marron et al., 2012).  
Entretanto, não há até o momento estudo relacionando BTK e XBP1, o que pode 
contribuir para as diferenças observadas no sistema imune inato dos indivíduos com XLA. 
Assim, as condições atribuídas à deficiência de BTK na XLA podem ser resultantes ou 
intensificadas pela perda da homeostase celular. Mais estudos são necessários para 
responder a esta pergunta. 
O papel de XBP1 como um fator de transcrição crítico e mediador da sinalização da 
UPR está muito bem documentado na literatura, no entanto o conhecimento recente mostra 
que este fator de transcrição também é requerido em vários aspectos da imunidade, como já 
citado anteriormente. Dessa forma, observa-se que XBP1 pode modular a homeostase do 
RE independentemente da ativação clássica da UPR.  
Uma questão em aberto a partir destes estudos é se os sinais responsáveis pela 
ativação de XBP1 nestes diversos processos surgem a partir da acumulação de proteínas 
mal formadas no lúmen do RE ou de sinais independentes do RE. O cruzamento entre as 
várias vias de sinalização e outras respostas de estresse pode confundir a avaliação do 
estresse do RE e da ativação da UPR. Novos métodos para avaliar e quantificar com 
precisão a ativação dos sensores da UPR e do estresse do RE em condições fisiológicas e 
patológicas estão sendo desenvolvidos (Yang et al., 2010). 
Nossos resultados mostram que os monócitos CD14+ dos pacientes com XLA estão 
susceptíveis à hiperexpressão de XBP1, que pode desempenhar um papel na função 
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imunológica desses pacientes. Investigações adicionais são necessárias para discernir os 
mecanismos de indução da hiperexpressão de XBP1 nos monócitos dos pacientes com 
XLA. 
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6. CONCLUSÃO GERAL 
 
Neste estudo, apresentamos que as mutações no gene BTK resultam na deficiência 
de proteína BTK, refletindo uma redução do mRNA ou a inatividade da proteína 
sintetizada. A ausência de uma BTK funcional é confirmada pelos níveis muito reduzidos 
de linfócitos B circulantes nesses pacientes.  
A quantificação da expressão do mRNA de BTK mostrou ser uma ferramenta de 
grande aplicabilidade para identificação e diferenciação das mutações nos pacientes com 
XLA. Esta avaliação pode contribuir para o estudo de transcritos em outras doenças 
genéticas com diferentes tipos de mutação.  
Apresentamos também os resultados da análise da expressão de 10 genes da UPR. 
Dentre os resultados, destaca-se a elevada expressão de XBP1 obtida nos pacientes com 
XLA, indicando um processo de estresse celular.  
O estresse do retículo endoplasmático tem sido relacionado a um grande número e 
variedade de doenças humanas genéticas e esporádicas, incluindo diabetes, câncer, 
aterosclerose, doenças neurológicas e doença inflamatória intestinal. No entanto, não 
existem publicações até o momento sobre esse processo na agamaglobulinemia ligada ao 
X.  
O desenvolvimento deste projeto trouxe contribuições originais para a elucidação da 
fisiopatologia de BTK e da agamaglobulinemia ligada ao X. 
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Anexo 1 
Métodos 
 
Extração de DNA 
A extração de DNA genômico (gDNA) foi realizada a partir de 3 mL de sangue 
periférico, coletado em tubo com EDTA, utilizando-se de kit de extração comercial 
(Gentra, Qiagen). 
Alíquotas de 3 mL de sangue foram homogeneizadas com 9 mL de solução de lise 
de hemáceas, incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente (15-25ºC) e centrifugadas 
por 2 minutos a 2000g. O pellet de células resultante foi homogeneizado com 3 mL de 
solução de lise celular. Na seqüência, foi adicionado ao tubo 1 mL de solução de 
precipitação de proteínas, seguida de centrifugação por 5 minutos a 2000g.  
O sobrenadante foi transferido para um tubo limpo contendo 3 mL de isopropanol 
para a precipitação de DNA. Após centrifugação (3 minutos, 2000g), o DNA precipitado 
foi lavado com 1 mL de solução de etanol 70% e centrifugado por mais 1 minuto a 2000g. 
O sobrenadante da centrifugação foi descartado e o DNA precipitado ressuspendido em 250 
µL de solução de hidratação de DNA. As amostras foram incubadas por 1 hora a 65ºC em 
banho-maria para completa solubilização.  
As amostras de DNA genômico foram quantificadas por espectrofotometria 
(NanoDrop) onde as leituras da DO260nm e DO280nm foram obtidas, assim como a razão 
entre elas DO 260/280. As amostras usadas nas reações de PCR foram diluídas a 50 ng/µL. 
Os estoques foram armazenados a -20ºC. 
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Extração de RNA 
Células mononucleadas do sangue periférico (CMSP) foram isoladas de sangue 
periférico, coletado em tubo com heparina sódica, através de centrifugação com um 
gradiente de densidade (Ficoll-Paque, GE Healthcare, Suécia), por 20 minutos a 1800 rpm, 
com posterior lavagem em salina por 10 minutos a 1200 rpm. Para cada 5-10x10
6
 células 
foi acrescentado 1mL de Trizol
®
 (Invitrogen
TM
), seguido de incubação por 5 minutos em 
temperatura ambiente (15-25ºC). Na seqüência, foi adicionado 0,2 mL de clorofórmio com 
posterior incubação (3 min, 15-25ºC) e centrifugação (1200g, 15 min, 2-8ºC). A fase 
aquosa resultante da centrifugação foi transferida para um microtubo limpo. O RNA foi 
precipitado da fase aquosa com 0,5mL de álcool isopropílico e incubado por 10 minutos em 
temperatura ambiente. Após centrifugação (1200g por 10 minutos entre 2-8ºC), o RNA 
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75% em água DEPC e centrifugado a 10.000g 
durante 5 minutos entre 2-8ºC. O sobrenadante da centrifugação foi descartado e o RNA 
ressuspendido em 20 µL de água DEPC. As amostras foram incubadas por 10 minutos a 
55-60ºC em banho-maria para completa solubilização. 
 As amostras de RNA foram quantificadas por espectrofotometria (NanoDrop) onde 
as leituras da DO260 e DO280 foram obtidas, assim como a razão entre elas DO 260/280. 
Nas reações de transcriptase reversa (RT) foram utilizados 1 µg de RNA. Os estoques 
foram armazenados a -80ºC. 
 
Reação em cadeia da polimerase - PCR (Polymerase chain reaction) 
Os segmentos do gene BTK foram amplificados a partir de gDNA utilizando-se de 
um conjunto de pares de primers, flanqueadores de cada éxon e da região promotora, 
baseados na seqüência de Vǒrechovský et al. (1995). O ensaio de PCR foi padronizado 
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para o volume de reação de 25µL contendo 100ng de DNA, 1,0 µL de cada primer, 2,0 µL 
de dNTPs (Invitrogen
TM
), 1,5 µL de MgCl2 e 0,5 µL de Taq polimerase (Invitrogen
TM
) em 
termociclador (Mastercycler - Eppendorf), sendo a desnaturação inicial realizada por 4 
minutos na temperatura de 94ºC, a amplificação com 32 ciclos na temperatura de 94ºC por 
30 segundos, o pareamento a 57ºC por 30 segundos e a extensão a 72ºC por 30 segundos.  
  
Reação de Transcriptase Reversa – RT- PCR 
As reações de RT foram realizadas em um volume de 20 µL contendo 1 µg de 
RNA, 2 µL de dNTPs (Invitrogen
TM
), 2 µL de random primers (Invitrogen
TM
), 1 µL de 
enzima transcriptase reversa (SuperScript III, Invitrogen
TM
), 1 µL de DTT , 4 µL de 5x 
First Strand Buffer e água DEPC (diethilpirocarbonato).  O gene BTK foi amplificado do 
cDNA utilizando-se de 7 pares de iniciadores (Hashimoto et al., 1996). A reação de RT-
PCR foi realizada no volume de 25µL contendo 2,0 µL de cDNA, 1,0 µL de cada iniciador, 
2,0 µL de dNTPs (Invitrogen
TM
), 1,5 µL de MgCl2 e 0,5 µL de Taq polimerase 
(Invitrogen
TM
) em termociclador (Mastercycler - Eppendorf), sendo a desnaturação inicial 
realizada por 4 minutos na temperatura de 94ºC, a amplificação com 33 ciclos na 
temperatura de 94ºC por 30 segundos, o pareamento a 54ºC por 30 segundos e a extensão a 
72ºC por 40 segundos.  
 
Seqüenciamento  
Os produtos das amplificações foram purificados com GFX
TM
 PCR DNA and Gel 
Band Purification Kit (GE Healthcare) e quantificados em gel de agarose a 2% por 
comparação com padrão de massa molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen
TM
). Após 
a quantificação, as amostras foram seqüenciadas (seqüenciamento automático ABI 3730 
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DNA Analyser - Applied Biosystems) utilizando-se dos mesmos pares de iniciadores 
descritos e o BigDye
®
 Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Estes 
seqüenciamentos foram realizados pelo Centro de Estudos do Genoma Humano - IB - USP.  
A análise dos seqüenciamentos foi realizada confrontando a seqüência obtida com a 
seqüência referência (DNA genômico gi: 2281904/locusHSU78027; DNA complementar: 
NM_000061) depositada no banco internacional de genomas - GenBank utilizando o 
programa Blast (Basic Local Alignment Tool) do National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) e o editor de seqüências biológicas BioEdit (Íbis Therapeutics - 
Carlsbad, CA, EUA).  
 
 Imunocitoquímica 
CMSP foram plaqueadas em placas de cultura de 6 poços em meio RPMI 1640 e 
incubadas a 37 °C. Após 1 hora, as células não aderentes foram removidas por lavagem 
com PBS (Cunningham-Rundles e Radigan, 2012). As células aderentes foram fixadas em 
4% paraformaldeído em PBS e 0,12 M de sacarose por 20 minutos à temperatura ambiente. 
Para o processo de permeabilização, as células foram tratadas com 0,2% de Triton X-100 
em PBS por 20 minutos. 
Locais não específicos de ligação foram bloqueados com o uso de soro de cabra a 
6%. As células foram incubadas, durante a noite a 4ºC, com anticorpo monoclonal anti-
BTK (Santa Cruz Biotecnologia, Inc), que reconhece o epítopo nas posições dos 
aminoácidos 459-659 da BTK humana. Na sequência, foi utilizado o anticorpo secundário 
goat anti-mouse IgG1 conjugado com FITC (Southern Biotechnology Associates, Inc, 
Birmingham, AL, EUA - 1:1000). Após lavagem intensa com PBS, as lamínulas foram 
incubadas com Hoechst (Molecular Probes) para visualização do núcleo e montadas em 
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lâminas usando ProLong Gold antifade (Molecular Probes). As lâminas foram visualizadas 
e as imagens obtidas em microscópio de fluorescência confocal (LSM - 510 Meta, Zeiss) 
com aumento de 63x. 
 
Análise da expressão de BTK 
 RNA total foi obtido de CMSP com reagente Trizol
®
 (Invitrogen
TM
) conforme já 
descrito. A reação de RT foi realizada em um volume de 20 µL contendo 1 µg de RNA, 2 
µL de dNTPs (Invitrogen
TM
), 2 µL de random primers (Invitrogen
TM
), 1 µL de enzima 
transcriptase reversa (SuperScript III, Invitrogen
TM
), 1 µL de DTT , 4 µL de 5x First Strand 
Buffer e água DEPC (diethilpirocarbonato). As análises de expressão relativa de mRNAs 
foram realizadas por RT-qPCR. Todos os pares de iniciadores foram obtidos a partir da 
biblioteca de reagentes de ensaio TaqMan (Tabela 1). 
 
Tabela 1. Genes e iniciadores utilizados. 
 
GR - gene de referência; GA - gene alvo; pb - pares de base 
Símbolo Nome Função Taqman Assay  
Amplicon 
(pb) 
GAPDH 
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase 
GR 4333764 F 122 
HPRT1 
Hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase 1 
GR 4333768 F 100 
BTK Bruton tyrosine kinase GA Hs00163761_m1 66 
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Análise da expressão de sensores do estresse do retículo endoplasmático 
 Após isolamento por gradiente de densidade (Ficoll-Paque, GE Healthcare, 
Suécia), CMSP foram ressuspendidas em tampão para separação magnética de células 
(Miltenyi Biotec, Alemanha), de modo que a concentração foi de 1x10
7
 células em 80µL de 
tampão. Monócitos foram separados dentre as CMSP usando 20µL de esferas magnéticas 
contendo Anti-CD14 para cada 1x10
7
 células, de acordo com o protocolo do fabricante 
(Miltenyi Biotec, Alemanha). A suspensão foi homogeneizada e incubada durante 15 
minutos a 4ºC.  As células foram lavadas no tampão de separação e ressuspendidas em 
500µL de tampão de separação para cada 1x10
8
 células, para assim proceder a separação 
magnética no equipamento VarioMacs (Miltenyi Biotec, Alemanha). RNA total foi obtido 
dos monócitos utilizando-se o kit illustra RNAspin Mini Isolation (GE Healthcare), 
conforme as instruções do fabricante. As amostras de RNA foram quantificadas por 
espectrofotometria (NanoDrop) onde as leituras da DO260 e DO280 foram obtidas, assim 
como a razão entre elas DO 260/280. A reação de RT foi realizada em um volume de 20 µL 
contendo 1 µg de RNA, 2 µL de dNTPs (Invitrogen
TM
), 2 µL de random primers 
(Invitrogen
TM
), 1 µL de enzima transcriptase reversa (SuperScript III, Invitrogen
TM
), 1 µL 
de DTT , 4 µL de 5x First Strand Buffer e água DEPC (diethilpirocarbonato). As análises 
de expressão relativa de mRNAs foram realizadas por RT-qPCR. Todos os pares de 
iniciadores foram obtidos a partir da biblioteca de reagentes de ensaio TaqMan (Tabela 2). 
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Tabela 2. Genes e iniciadores utilizados. 
 
GR - gene de referência; GA - gene alvo; pb - pares de base 
Símbolo Nome Função 
Taqman 
Assay 
Amplicon (pb) 
GAPDH 
Glyceraldehyde-3-phosphate  
dehydrogenase 
GR 4333764 F 122 
HPRT1 
Hypoxanthine 
 phosphoribosyltransferase 1 
GR 4333768 F 100 
ATF4 Activating transcription factor 4 GA Hs00909569_g1 68 
ATF6 Activating transcription factor 6 GA Hs00232586_m1 95 
BAX BCL2-associated X protein GA Hs00180269_m1 62 
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 GA Hs00608023_m1 81 
DDIT3 
DNA-damage-inducible 
transcript 3 
GA Hs01090850_m1 78 
EIF2AK3 
Eukaryotic translation initiation  
factor 2-alpha kinase 3 
GA Hs00984006_m1 83 
EIF2S1 
Eukaryotic translation initiation factor 2,  
subunit 1 alpha, 35kDa 
GA Hs00187953_m1 79 
ERN1 
Endoplasmic reticulum to nucleus  
signaling 1 
GA Hs00176385_m1 81 
HSPA5 
Heat shock 70kDa protein 5  
(glucose-regulated protein, 78kDa) 
GA Hs99999174_m1 101 
XBP1 X-box binding protein 1 GA Hs00231936_m1 60 
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Reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (Real Time - qPCR) 
Os produtos das transcrições reversas (cDNA) foram utilizados nas reações de Real 
Time - qPCR em um volume total de reação de 12,5μL pelo método TaqMan® (Applied 
Biosystems). 
As reações foram preparadas em triplicata tanto para os genes alvo quanto para os 
genes de referência. As leituras de fluorescência foram realizadas no equipamento ABI 
PRISM
®
 7500 Sequence Detection system e, posteriormente, analisadas pelo Software 
7500 v2.0.5 (Applied Biosystems). 
 A quantificação relativa foi obtida pelos valores do ciclo CT (threshold cycle), no 
qual o aumento do sinal associado à fase exponencial de amplificação dos produtos de PCR 
começa a ser detectado. A avaliação da expressão gênica foi realizada pelo método CT 
utilizando GAPDH e HPRT1 como genes de referência.  
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Anexo 2 
Imagens de microscopia confocal 
 
Legenda: 1º quadro: BTK (FITC, verde), 2º quadro: Núcleo celular (Hoechst, azul), 3º 
quadro: Merged, sobreposição das imagens. 
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XLA04                                                               XLA05 
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XLA08 
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Anexo 3 
Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
 
